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ジペ プ チ ジルペ プチ ダーゼ Ⅳ(EC3.4.14.5,以下
DPP Ⅳ )は, ペ プチ ドの ア ミノ末 端 か らジペ プチ ド
を水 解遊 離 す る膜 結合 酵素 で, ラ ッ トの肝臓 と腎
臓 にお いて, 初 めて見 い出 され た 1)。 ジペ プチ ド
と して は, X(アミノ酸)―PrOに特 異 性 が高 く,
人工基質 で あ るGly―Pro―メチル クマ リンア ミ ドを
用 いて酵素 活 性 を蛍光 測定 で き るが, 酵素 の生理
学 的役割 につ いて は未 だ不 明な点が多 い。 近年 ,
血 清 中の本 酵 素 活性 が, 肝 炎 2)ぉょび肝 癌 患者 3)
で上 昇 し, 胃癌4),膵癌 5), リンパ 性 白血病 6),
リンパ 肉腫 6)などの悪性腫瘍 患者 や全 身性 エ リテ
マ トーデ ス7,8), リウマチ性 関節炎 8)などの 自己
免疫 疾患 患者 で は低 下す る こ とが報 告 され, 臨床
生化 学 的 に も注 目され て きた。 と りわ け悪性 腫瘍
につ いて は, 担癌 マ ー カー と して興 味が もたれ て
い る。 日腔癌 患者 に関 して も, す で に血 清 中の本
酵素 活性 が, 健 常 人 に比べ有意 に低 下 し, 病 態 を
反 映 して変動 す る こ とが報告 されて い る 9)。 さ ら
に著 者 らは, 日腔 癌 モ デル と して化 学発癌 剤 で あ
1  -
緒
●
●●
るジメチルベ ンツア ン トラセ ンを用 いたハ ムスタ
ー頬嚢発癌実験 か ら, 本酵素活性が発癌 の初期段
階, すなわち上皮 内癌 あるいは初期浸潤癌形成期
よ り低下す ることを明 らか に した10'H)。したが
って, DPP Ⅳは 口腔癌の診断や予後判定 に有用 なマ
ーカーエ ンザイム とな りうることが強 く示唆 され
るが, 癌患者 にお ける活性低下 の機序 につ いては
未だ明 らか に されていない。 DPP Ⅳ活性低下 に関す
る現在 までの研究 で, 1)癌組織 4)ゃ培養癌細胞 12)
では正常組織 や正常細胞 に比べ, DPPⅣ活性が低下
して いる, 2)DPP Ⅳ活性 阻害物質 は, 癌組織, 培養
癌細胞 お よび担癌患者血清 中に検 出 されない 12),
3)癌患者血清 中のDPP Ⅳ蛋 白は, 健常人 に比べ, 有
意 に減少 して いる 13)ことが示 され たが, いずれ も
低下の原 因を十分説 明 しうる もので はなか った。
最近, リンパ球 の表面抗原であるCD26がDPP Ⅳで
あ り, Tリンパ球 の活性化 と密接 に関係 して いる
ことが報告 された 14)。担癌患者 における末梢血 リ
ンパ球数 の減少 と幼若化反応の低下 は周知 の事実
であることか ら, 血清 中の本酵素活性 の変動 に末
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梢血 リンパ 球 が 関与 して い る可 能性 が強 く推察 さ
れ る。
本 研究 で は,血清 中の本酵素 活性低 下 の機序 を解
明す るため に, 健 常人 お よび 口腔癌 患者 の末梢 血
リンパ球 にお けるDPP Ⅳ発現 につ いて検 討 した。
実験方 法
I。 対 象 お よび採 血 法
1)全血 の採取
初 診 時未治 療 の 口腔扁平上皮 癌患 者 の うち, 同
意 の得 られ た22名の患者 (男性 13名, 女性 9名,
25～91歳, 平 均62.0歳)から採血 した末 梢血 を 回腔
癌患者 群 と して実験 に供 した。 す な わ ち, 組織 学
的 には全 て扁 平上 皮癌 でUICCの病期 分類 15)では,
Stage I :4名, Stage Ⅱ :7名, Stage Ⅲ :6名お よ
びStageⅣ:5名で あ った。 対照群 には, 健 常人 26
名 (男性 15名, 女性H名, 26～79歳,平均50.3歳)
の末梢血 を用 いた。 但 し, 試料 の関係 で実験 に よ
って は対 象患 者 数 が異 な って い る。 な お, 実験 対
象 の健 常人 お よび担癌 患者 に対 して は, 問診 お よ
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び臨床 検査 上, 肝機 能 障害, 腎機 能 障害 お よび 自
己免 疫 疾 患 の無 い こ とを確認 した。
採血 は全血 lmlあた り6単位 のヘパ リンナ トリウ
ム (ミ ドリ十 字,大阪)を添加 したデ ィス ポーザ ブ
ル の注射 筒 で行 い, 血 清DPPⅣ活 性 の測定 お よび フ
ローサ イ トメ トリーあ るい はTリンパ球 細胞膜 の
分離 お よび リンパ 球 の培養 に供 した。 なお, 別途
採血 した血 液 2皿1をガ ラス試 験 管 に移 し, 室温 で
30分間静 置後, 250xgで10分間遠 心 す る こ とに よ り,
血 清 を分離 し, 実験 に供 す るまで 80℃の超低 温 フ
リーザ ー(MDF-192AT:サンヨー,大阪 )中で凍結保
存 した。
Ⅱ。 フ ローサ イ トメ トリー によ る リンパ 球 サ ブセ
ッ トの 同定
リンパ 球 サ ブセ ッ トのCD3,CD4,CD8に対 す る抗
体 と して フ ィ コエ リス リン(PE)標識抗 ヒ トLeu 4,
Leu-3aおよびLeu 2aマウスモ ノ クローナル抗 体
(Becton―Dickinson, MA, USA)をF日い  CD26(DPP IV)
に対 す る抗 体 と して, フル オ レ ッセ イ ン・ イ ソチ
オ シアネ イ ト(FITC)標識抗 ヒ トTalマウスモ ノ ク ロ
9
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―ナル抗 体(Coulter lmmunology,FL,USA)を用 い
た。 す な わ ち, ヘパ リン添加血 液 100μ lに, FITC
標識抗 体 とPE標識 抗体 をそれぞ れ20μ l添加 し,
4℃で30分間静置 した。 溶血 試薬 (0。155M NⅡ4Cl,
0。01M KⅡC03,0.lmM EDTA 2Na溶液 )を1.4ml添加
して軽 く撹 拌 した後,室温で 5分間静 置 して溶血 さ
せ, 300×g,5分間遠心 して上 清 を除去 した。 沈 澱
した リンパ 球 は,Ca2+,Mg2+を含 まな い リン酸緩
衝 液 (以下PBS)で3回洗 浄後, 0.2mlのPBSに再 浮遊
させ て試 料 と した。 これを フ ローサ イ トメー ター
(FACScAN: BeCton―Dicki son, MA, USA)にてL  ア
ル ゴ ンレーザ ー(488nm)によ るFITCおよびPE標識細
胞 の 同時解 析 を行 った。 なお,リ ンパ球数 は,自動
llL lえ言十姿交ぢ発(Coulter Counter: Model T660,
Coulter,FL,USA)を用 いて算 定 した。
Ⅲ.Tリンパ 球細 胞膜 の分 離
1)Tリンパ 球 の分 離
まず全血 よ リ リンパ 球 を比重遠 心 法で分離 した。
す な わ ち, ヘパ リン添加血 液 に 同量 の生理 食塩 水
を加 え て希 釈 後, 15mlポリプ ロ ピ レン製遠 沈 管
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(Corning,NY,USA)にあ らか じめ分 注 した
LymphoprepTM(Nycomed, Oslo, Norway)上に界 面 を
乱 さな い よ うに重層 した。 室温 で800xg,20分間遠
心 して形成 され た 中間層 (リ ンパ 球層 )よリ リンパ
球 を採 取 した。 PBSでリンパ 球 を3回洗 浄 した後 ,
56℃で30分間非働化 した ウ シ胎児血 清(Filtron,
Lot.51901 : Filtron Pty Ltd, Drooklyn,
Australia)に1×107/mlの濃度 で浮遊 させ た。 つ ぎ
に 4%2-アミノエ チル イ ソチオ ウ ロニ ウム臭 化水
素酸塩(AET:半井 化学, 京都 )溶液 (pⅡ9.0)で37℃,
15分間処理 した ヒツ ジ赤血 球 (以下SRBC:日本バ イ
オ テ ス ト, 東 京 )を非働 化 ウ シ胎 児血 清 で 2×109個
/mlの細 胞 密度 と し, このAET処理SRBC浮遊 液 と リ
ンパ 球浮遊 液 を 同量 ず つ混和 した。 室温 で200xg,
5分間遠心 した後, 氷 中 に2時間静置 して ロゼ ッ ト
形成 (以下 E―ロゼ ッ ト)させ た。 軽 く混和 して再浮
遊 させ た後, 15mlポリプ ロ ピ レ ン製 遠沈 管 に予 め
分注 したLymphoprep上に重 層 し, 室 温で800xg,
20分間遠 心 して E―ロゼ ッ ト細 胞 を沈 降 させ た。 上
清 を吸 引除去 後, 0。83%NⅡ4Cl°Tris ECl緩衝 液
●
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(pⅡ7.4)で再浮遊 させ, 37℃で 15分間静 置 して
SRBCを溶 血 させ た。 得 られ たTリンパ球 標 品 は,
PE標識抗 ヒ トLeu-4抗体 で染 色 す る こ とに よ り,
95%以上 がCD3陽性細胞 で あ るこ とを確 認 した。
2)Tリンパ 球 細胞膜 の調製
Mentleinら16)の方法 に準 じて細 胞膜 を調製 した。
す な わ ち, Cell lysis buffer(75mM KCl,65mM
NaCl,10mM Ⅱepes,pⅡ7.4)でTリンパ 球 を
1×107個/mlの細 胞懸濁 液 と した後, CeH
disruption bomb(No.4639, Parr lnstrument, IL,
USA)に入 れて 密 封 し, 窒素 で ボ ンベ 内圧 を50気圧
と した。 4℃で20分間静 置 した後, 1滴ず つ滴 下す
る よ うにバ ル プを解 放 して細 胞懸 濁 液 を 回収 した。
高速遠 心 機(GS-15R Centrifuge:Beckman, CA,
USA)で4℃で 10,000×g,15分間遠 心後, 上 清 を超高
速遠 心機 (Optima xL:Beckman, CA, USA)で4℃で
105,000xg,120分間遠心 して得 られ た ミク ロソーム
画分 を粗 細胞 膜 成分 と して実験 に供 した。 細 胞膜
の可溶 化 には 1%Triton X-100を含 む 5 mM
Tris―ⅡCl緩衝 液 (pⅡ7.4)を用 いた。
?
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Ⅳ.蛋自定 量 法
蛋 白量 は, ウシ血 清 アル ブ ミン(BSA:Irvine
Scientific,CA,USA)を標 準 と して, Lowry法に準
じて測定 した 17)。
V.DPP Ⅳ活性 の測定 法
DPPⅣ活性 の測定 はKatoら18)の方法 に準 じて行
った。人工 基質 と してGly―Pro―メチル クマ リンア ミ
ド(Gly―Pro―MCA:ペプチ ド研 究所, 大 阪 )を用 い,
反応 で遊 離 した7-アミノ 4ー-メチル クマ リン(AMC)
の蛍 光 強度 を 測定 した。 す なわ ち, 0。15Mグリシ
ン NーaOⅡ緩 衝 液 (pⅡ8.7)40μ l, 2mM Gly―Pro―MCA
25μ lに酵素 標 品 と蒸 留水 を加 え, 標準 には酵素
標 品の代 わ りにAMC(ペプチ ド研 究所, 大 阪 )を加
えて それ ぞれ全量 を 100μ lとした。 37℃の恒 温振
とう水 槽 中で30分間反 応 させ た後, lM酢酸緩 衝
液 (pⅡ4.2)をlml加えて反応 を停止 し, 蛍光 分 光光
度 計(65010S型:Ⅱitachi,Tokyo)を用 いて励 起 波
長380nm,蛍光 波長460nmで蛍光 強度 を測定 した。
なお, 酵 素 の 1国際単位 は この条件 下で 1分間 に
l μ moleのAMCを遊 離 す る酵 素量 と した。 Tリンパ
??
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球細 胞膜 お よび培養 リンパ 球 のDPP Ⅳ活性 につ いて
は, 比活性 と して n皿01e/min/mg proteinで表 した。
Ⅵ.リンパ 球 培養 法 お よび リンパ球 抽 出液 の調整
法
1)培養 液 お よび培養法
耀争髪義に はRPM11640吉吉劇L(Sigma, MO, USA)に
50μ Mの2-メル カ プ トエ タ ノール(Sigma,MO,
USA)と10%非働化 ウ シ胎児血 清 を添加 した培養 液
を基礎 培 地 と して用 い た。 基礎 培地 にTリンパ 球
刺激物 質 で あ るフ ィ トヘ ム ア グル チニ ン(PEA,10
μg/ml:Difco,MI,USA), コ ンカナバ リンA
(Con A, 10μ g/ml:Sigma, MO, USA), Tリンパ球
増殖 因子 で あ るイ ンター ロイキ ン2(IL-2,10u/ml
: Collaborative Biomedical Products, MA, USA)
を添加 した ものを増殖 培養 液 と して用 い た。 基 礎
培地 で培養 した ものを対 照 と し,PⅡA,Con A,
IL-2,PⅡAとIL 2およびCon AとIL-2を添加 した増
殖 培養 液 で培 養 した ものを実験 群 と した。 比重遠
心法 で分 離 した健 常人 と癌 患者 の リンパ 球 を それ
ぞれ の増 殖 培 養 液 で 1×106個/mlの細 胞密度 と し,
●
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●16mm径浮遊 細 胞培養用 平 底 マル チ ウエル プ レー ト
(Corning, NY, USA)にlmlずつ ま き, 37℃の5%炭
酸 ガ ス培養器 中で 7日間培養 した。 なお細 胞浮遊液
の調製 に際 し, 生細胞数 は トリパ ンブル ー染 色 法
19)によ りBurker_Turk型血球 計算 板 で算 定 した。
2)色素 還 元法 に よ る生 細胞 の測定
培 養 リンパ 球 の生細 胞 はMTS法で測定 した。 す な
わ ち, 3-カル ボキ シメ トキ シフ ェニ ル 2ー(4-スル
フ ォニル )2Ⅱ―テ トラゾ リウム(MTS:2mg/ml)
PBS溶液 (pⅡ6.0)とフ ェナ ジ ン・ メ トサル フ ェイ ト
(PMS:0.92mg/ml)―PBS溶液 (pⅡ7.3)を20:1の割合 で
使 用直前 に混 合 したMTS/PMS溶液 を, リンパ 球 の浮
遊 した増 殖 培 養 液 lmlに対 し100 μ l添加 し, 37℃の
5%炭酸 ガ ス培養 器 中で4時間培養 した。 MTSが生細
胞 の ミ トコ ン ドリアで還 元 されて生ず るホル マザ
ン産物 を マイ ク ロプ レー トリーダー(Mode1 3550-
UV:Bio―Rad,Tokyo)を用 いて490nmの吸光度 で測
定 した。 培養 リンパ球 の相対 生細 胞数 は, 培養 開
始 時 にITS/PMS溶液 を添 加 して4時間培養 した リン
パ球 1×106個/mlの吸光 度 を 1として求 め た。
●
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●3)リンパ 球 抽 出液 の調製
培養0,3,5および7日目の リンパ 球 と培養上 清
を4℃で250xg,5分間遠 心分離 した。 リンパ 球 を
PBSで3回洗 浄 し, 細 胞 溶解 液(1%Triton x 100,
0.lM Tris―ⅡCl緩衝 液, pⅡ7.4)100μ lに懸 濁 溶解
した後, 4℃で12,000xg,5分間遠心 して得 られ た
上 清 を細 胞 抽 出液 と した。
Ⅶ.蛍光 抗体 法 に よる培養 リンパ球CD26抗原 発現
の検 索
リンパ 球 の浮遊 した増殖 培養 液200μ lあた り
FITC標識抗 ヒ トTalマウスモ ノク ローナル抗体 を
5μ l添加 して軽 く撹 拌 後, 氷 中で30分間静置 した。
4℃で250xg,5分間遠 心 し, 上 清 を除去 した後 ,
PBSにて3回洗 浄 した リンパ 球 を退色 防止 剤含 有水
溶性 封入 剤(FluorSave:Calbiochem,CA,USA)を
用 いて蛍光 顕 微鏡用 ス ライ ドガ ラス とカバ ーガ ラ
ス (マツナ ミガ ラス, 大 阪)で封入 した。 リンパ 球
の形 態 は, 透 過型 ノマル スキー式微 分干 渉顕 微 鏡
(BX50-34-DIC:オリンパ ス, 東京 )で観 察 し,
CD26抗原 (DPP Ⅳ)の発現 は, IB励起用 ミラーユ ニ ッ
?
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●卜を用 いて蛍光 顕 微鏡(BX50-34 FLAl:オリンパ ス ,
東京 )で観察 した。
Ⅷ.ウエ ス タ ンブ ロ ッテ ィ ング法 に よるCD26抗原
(DPP Ⅳ)の検 出
可溶化 した Tリンパ 球細胞膜 お よび培養 リンパ
球 抽 出液 を二 連 ス ラブゲル電気 泳動 装 置 (AE-6410
:アトー, 東京 )を用 い たSDS―ポ リア ク リル ア ミ ド
ゲル 電気 泳動 法(Laemmli系)にて20mAの定 電流 で
7.5%ゲル の1レー ンあ た り20μ gの蛋 白を泳動 した。
泳動 した蛋 白は, 水 平 積層 式転写装 置(AE-6675:
ア トー, 東京 )を用 いて メタ ノール で処 理 した
PVDF煙莫(Immobilon―PSQ : Millipore, MA, USA)に転
写 した後, 5%BSAを含 む50mM Tris―ⅡCl緩衝 液
(pⅡ7.6)によ り室 温 で 1時間 プ ロ ッキ ング処理 した。
1次抗 体 と して, 抗 ヒ トTalマウスモ ノク ローナル
抗体 (Coulter lllllllun010gy,FL,USA)を室 温で2時
間反 応 させ, さ らに2次抗 体 と して ビオ チ ン化 抗 マ
ウス IgGウサギ抗 体(Tago,CA,USA)を室 温で 1時間
作 用 させ た。 アル カ リホス フ ァターゼ標識
StreptABComplex(Dako,Denmark)を室温 で20分間
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e反応 させ た後, 5-ブロモ 4-クロ ロ 3-イン ドリル
リん酸/ニトロブル ーテ トラゾ リウム(BCIP/NBT:
Sigma,MO,USA)で発色 させ た。 な お, 各段 階で行
うPVDF膜の洗 浄 には, 0.05%Tween 20を含 む
50mM Tris ⅡCl緩衝 液 (pⅡ7.6)を用 いた。 検 出 され
たCD26抗原 (DPP Ⅳ )のバ ン ドはデ ンシ トメー ター
(AE-6900:アトー, 東 京 )によ り相対 濃度 を求 め比
較 した。
I。 日腔 癌患 者 お よび健 常人 にお け る末梢血 リ
ンパ球 サ ブセ ッ トと血 清DPP Ⅳ活性
1)末梢血 リンパ 球 サ ブセ ッ トの比較 (表1)
末梢血 よ リフ ローサ イ トメ トリーを用 いて得 ら
れ た それ ぞれ の リンパ 球 サ ブセ ッ トの細 胞数 を健
常人 と癌 患者 で比較 した。 癌患者 の末梢 血 リンパ
球数 お よびそ の 中のCD3陽性 細胞 で あ るTリンパ球
数 は, 健 常人 の約 1/2であ り, 有意 (P〈0.001)に低
値 を示 した。 さ らに, Tリンパ 球 サ ブセ ッ トで あ
るヘルパ ー/インデ ューサ ーCD4およびサ プ レッサ
果結
●
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―/サイ ト トキ シ ックCD8陽性細 胞数 につ いて も,
健常人 に比べ, 癌 患者 で はそれ ぞれ0.59,0.68に
低下 して お り, 統 計学 的 に も有意 で あ った。 しか
し, 末梢 血 リンパ 球 に対す るTリンパ球 の割合 ,
Tリンパ 球 にお け るCD4,CD8陽性細 胞 の割合 は,
健 常人 と癌 患者 で大 きな差 はなか った。 リンパ 球
の表 面抗 原CD26(DPPⅣ)に関 して は, CD3陽性 お よ
び陰性 細 胞 にお いて, 抗CD26(Tal)抗体 で蛍光 染色
され る細 胞 の割合 は予想 に反 して低 くか った。
CD3陽性CD26陽性 細 胞数 は健 常人 で平 均34±41個/
μl,癌患者 で平 均 70±70個/μlであ り, 有意 差 は
み られ な いが (P〉0.05),癌患者 で は約 2倍多 か った。
CD3陰性CD26陽性 細 胞数 は, 健常人 で8±H個/μl,
癌 患者 で平 均H±H個/μlで差 はなか った。
2)血清DPP Ⅳ活 性 と リンパ球 サ ブセ ッ トの相 関性
癌 患者 22名(25～91歳,平均 62。0歳)と健 常人 26
名 (26～79歳, 平 均5033歳)の血 清DPPⅣ活性 を測定
す る と, 健 常 人47.8±12.41U/L serumに対 し, 癌
患者 29。9±7.41U/L serumと有 意 に癌 患者 で低値
を示 した (P〈0。 001)。そ こで, 癌 患者 にお け るDPP
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●Ⅳ活 性低 下 と, 末梢血 リンパ球 数 お よび リンパ 球
サブセ ッ トの 間 に相 関が あ るか否 か を検 索 した (図
1～4)。 そ の結 果, 血 清DPP Ⅳ活性 と, 末梢血 リン
パ球 数 (Y=0.01x+20.02, r=0.69, P〈0。001), Tリ
ンパ 球 で あ るCD3陽性細 胞数 (Y=0。01x+23.83,
r=0.70,P〈0.001),CD4陽性 細胞 数 (Y=0。01x+
30.60,r=0.51,P(0。01)およびCD8陽性 細 胞数 (Y=
0.01x+32.28,r=0.44,P〈0。05)との 間に正 の相 関
を認 め た。 しか し, Tリンパ 球 以外 の リンパ 球 で
あ るCD3陰性 細 胞 とは相 関を認 め なか った。 CD26陽
性細 胞 に関 して は, CD3陽性CD26陽性細 胞数 におい
て, 健常人 で はDPP Ⅳ活性 と正 の相 関(Y=0.15x+
42.60,r=o.50,P〈0 01)を認 め たが, 癌 患者 で は
相 関を認 めな か った (r=0。39,P〉0。 05)。またCD3陰
性CD26陽性細 胞数 につ いて は, 細胞数 が少 な く,
全 く相 関 が み られ なか った。
フ ローサ イ トメ トリー よ り得 られ た結 果 か ら,
血 清DPP Ⅳ活性 は Tリンパ球 数 と強 く相 関す るが ,
Tリンパ 球 の うちCD4陽性細 胞数 とCD8陽性細 胞数
の間 には相 関係 数 に大 きな差 が な い こ と, Tリン
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●パ球 の うちCD26陽性細 胞数 につ いて は, 健 常人 で
相 関す るが癌 患者 で は相 関 しな い こ とが示 され た。
Ⅱ.口腔 癌 患者 お よび健 常人 の末梢血 Tリンパ 球
細胞膜 にお け るDPPⅣ活性 とCD26抗原 (DPP Ⅳ)の発
現
1)Tリンパ 球 細 胞膜 のDPP Ⅳ活性 と血 清DPPⅣ活 性
の相 関性
血 清DPPⅣ活性 と末梢血 Tリンパ球数 に強 い相 関
がみ られ た こ とか ら,Tリンパ球 細 胞膜 にお け る
DPP Ⅳ活性 お よび酵素蛋 白量 に変 化 が あ るか否 かを
検討 した。
癌患者 15名(25～91歳, 平 均61.4歳)および健 常
人22名(26～69歳, 平 均44.0歳)の末梢血 Tリンパ
球 よ り遠 心分 離 した細 胞膜 (ミ ク ロソー ム)画分
のDPPⅣ活 性 を測定 す る と, mg蛋白あた り,健常人
で は2.7±1.O nmole/min/mg prOteinであ るの に対
し,癌患 者 で は 0。 8±0.4 nmole/min/皿g prOteinと
1/3以下 の活性 で あ った (表2)。各人 に対 す る数値
を プ ロ ッ トす る と, 血 清DPPⅣ活性 とTリンパ 球細
胞膜 のDPP Ⅳ活性 の 間には強 い相 関が み られ た (Y=
●
-16-
010.34x+20.83, r=o。8  P〈0.001)(D]5)。
2)末梢血 Tリンパ 球細 胞膜 にお けるCD26抗原 (DPP
Ⅳ)の発現
健 常人 3名と口腔 癌患者 3名の末梢 血 Tリンパ 球
細 胞膜 画分 20μ gをSDS―ポ リア ク リル ア ミ ドゲル で
電気 泳動 し,抗CD26抗体 で あ るTalを用 いて ウエ ス
タ ンプ ロ ッテ ィ ングを行 った。 その結果, 健 常人
のCD26(DPPⅣ)蛋白バ ン ドに比べ て, 癌 患者 の もの
は明 らか に薄 く, デ ンシ トメー ターで測定 す る と
約 1/2の量 で あ った (図6)。
以上 の結果 か ら, 癌 患者 の末 梢血 Tリンパ 球 細
胞膜 は, 健 常 人 に比べ, DPPⅣ活性 の低 下 ばか りか
CD26(DPP Ⅳ )抗原量 も減 少 して い るこ とが 明 らか と
な った。
Ⅲ.培養 リンパ 球 にお け るDPP Ⅳ活性 お よび
CD26(DPP Ⅳ)抗原 の発現
1)培養 リンパ 球 にお け るCD26抗原 の発現
Tリンパ 球 は抗 原提示細 胞(Antigen
presenting cell)からの抗 原提 示 を認識 し, 細 胞
表面分 子 の変 化 や芽球 化 とい った形 態 的変化 を遂
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げ, 分裂増殖 を経てサイ トカイ ン産生 に代表 され
るエ フェクター活性を有す る免疫応答を担 う細胞
へ と最終 的に分化 して い く20)。このTリンパ球 の
機能 は, 外来刺激 に対 してのみな らず, 悪性腫瘍
細胞表面か ら脱落(Shedding)して くる抗原を認識
す ることか ら, 自己細胞の悪性化 に対す る監視機
構を も担 って いる 21)。そ こで, Tリンパ球刺激物
質 お よびTリンパ球増殖 因子を作用 させ た場合 の
反応性お よびTリンパ球表面のCD26抗原量 を検索
した。 Tリンパ球刺激物質 であるPⅡAあるいは
Con A, Tリンパ球増殖 因子であるIL-2を培養 液 に
添加 し, 末梢血 リンパ球 を培養す る と, それ らに
反応, 増殖す るTリンパ球 は コロニ ー状 の凝集塊
を形成す るが, 健常人 と癌患者でその様相 は著 し
く異 な っていた (図7)。す なわち, 健常人で は,
培養 3日目にコロニ ー形成が始 ま り, 5日, 7日目
には コロニ ーの増大 とともに数 も増加 したが, 癌
患者 では, 培養 3日目には コロニ ー形成 はほ とん ど
み られず, 5日目にな リコロニー形成がみ られ たが
その大 きさや数 は著 し く抑制 されて いた。 これ ら
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●の作 用 は調べ られ た濃度 において PⅡAとCon Aでは
強か ったが, IL-2では弱か った。
これ ら培養 リンパ 球 に対 して,経日的 に リンパ球
表面 にお け るCD26抗原 の発現 を直接蛍 光抗体 法 で
観察 した (図8)。 図 には PⅡAを添加 した場 合 を示す。
健常人 で は培養 3日目にはす で にCD26抗原 の強 い発
現 が み られ,7日目まで発現 が持続 したが, 癌 患者
で は培養 3日目にわず か な抗 原 の発 現 を認 め る もの
の, 7日目にはむ しろ発 現 の減 弱が み られ た。 また ,
健常人 の培養 リンパ 球 の1部には,リガ ン ド (抗体 )
が至 適 濃度 で免疫 複合 体 形成 した こ とを示すパ ッ
チ形成 や 旺盛 な代 謝 エ ネル ギ ーの存在 を示す キ ャ
ッピ ング現象 が み られ たの に対 し, 癌 患者 の培養
リンパ 球 で は,それ らの発現頻度 は低 か った。
2)培養 リンパ 球 の増 殖 能 とDPP Ⅳ活性
Tリンパ 球 刺 激 物質 あ るいは増殖 因子 に よ る末
梢 血 リンパ球 の反 応性 が, 健 常人 と癌患者 で著 し
く異 な ったため, リンパ球 の増 殖 と リンパ 球 にお
け るDPPⅣ活性 お よび培養上 清 中のDPP Ⅳ活性 を測
定 した。
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●刺 激物 質 や増 殖 因子 の添加 されて いな い基礎 培
地 で末梢血 リンパ 球 を 7日間培養 した場 合, 健 常人
あるい は癌 患者 の どち らにおいて も, 生細胞数 の
増加 はみ られ ず, リンパ球 お よび培養 上 清 中の
DPP Ⅳ活性 の上昇 も認 め られ なか った。 PⅡA,
Con AあるいはIL-2を添加 した場合, 健 常人 におい
て は生細 胞数 の増 加 と リンパ球 お よび培養上 清 中
のDPPⅣ活性 の上 昇 が み られ たの に対 し, 癌患 者 で
はいず れ もわず か な増 加 しか み られ なか った。 図
9に無 添加 お よび PⅡA添加 の場合 を代 表例 と して示
す。 7日間培養 後 の値 を比較 す る と健 常 人 の リンパ
球 はそれ ぞれ3.40倍, 3.44倍, 2.16倍に増加 した
が,癌患者 の リンパ 球 は増 殖能 が低 く,それ ぞれ
1.57倍, 1.72倍, 1.50倍に とどま った。 この傾 向
は,PⅡAあるいはCon Aとと もにIL 2を添加 して培
養す る と増 強 され た。 リンパ球 の増 殖 能 とと もに,
リンパ 球 にお け るDPP Ⅳ活性 お よび培養 上 清 中の
DPP Ⅳ活性 は, 健 常人 で それ ぞれ2.1～5.5倍, 1.2
～1.9倍に増加 したが, 癌 患者 で は リンパ 球 で 1.6
～2.2倍, 培養 上 清 中で 1.1～1.4倍の増 加 しか み ら
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れ なか った(表3,4)。
3)培養 リンパ 球 にお け るCD26抗原 (DPPⅣ)蛋白
培養 リンパ 球 抽 出液 の蛋 白10μ gあた りのCD26抗
原 (DPPⅣ)の発現 を ウエ スタ ンプ ロ ッテ ィ ング法 で
健常人 と癌 患者 で 比較 した。 基礎 培地 で培養 した
リンパ 球 で は7日間培養 して も健 常人 と癌 患者 の リ
ンパ球CD26抗原蛋 白は検 出 され なか った。 PⅡA,
Con A, PⅡAとIL-2およびCon AとIL-2を添加 して 3
日間培養 した健 常 人 の リンパ球 で は, す で に
CD26抗原 蛋 白が検 出され, 培養 7日目にはそれ ぞれ
CD26抗原 (DPP Ⅳ )のさ らに強 い発 現 がみ られ た。 ま
た, 培養 3日目には 明 らか なCD26抗原蛋 白が検 出 さ
れなか ったIL-2のみを添加 した増殖 培養 液 で も,
培養 7日目で はCD26抗原 蛋 白が検 出 され た。 一 方 ,
癌患者 の リンパ 球 を増 殖 培養 液 で 3日間培養 して も
CD26抗原蛋 白は 明 らか には検 出 されず, 培養 7日目
に検 出 され た もの の, 健 常人 の リンパ 球 に くらべ
弱 い発 現 で あ った (図10)。
以上 の結果 か ら, 健 常人 に比べ, 日腔 癌 患者 で
は, 外 来刺 激 に よ る末梢血 Tリンパ 球 の反応性 が
●
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0著 し く低 下 して い る こ と, Tリンパ 球細 胞膜 の
DPPⅣ活性 とCD26抗原 (DPP Ⅳ )蛋自の発現 が抑 制 さ
れ た こ とが 明 らか とな った。
癌 の診 断, 治療効果, 予後の判定 の補助 的手段
として, 種 々の腫瘍マーカーが開発 され臨床応用
されてい る。 これ らの多 くは, 正常組織や正常細
胞 に も存在 して いるが, 担癌状態 になる と, 血 清
や病変部 に増加 し,腫瘍 の消長 を反 映 して変化す
るもので あ り, 種類 に よって, 癌胎児性蛋 白 (肝
細胞癌 における α―フ ェ トプ ロテイ ン, 大腸癌 に
おけるCEAなど), ホル モ ン (悪性絨毛上皮腫 にお
ける絨毛性 ゴナ ドトロ ピン, 膵癌 におけるACTHな
ど), アイ ソザイムを含 めた酵素 (肝細胞癌 にお
ける γ一グル タ ミル トラ ンスペ プチダーゼや アル
カ リフォスフ ァターゼ, 前立腺癌 における前立腺
酸性 フォスフ ァターゼな ど), 癌関連抗原 (骨髄
腫 におけるM蛋白, 膵癌 におけるCA19 9,卵巣癌
にお けるCA125など)に大別 され る22)。Mclntire
察考
●
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23)は, 理想 的な マ ーカ ーが具 備 すべ き条 件 と して ,
1)治療 前 の値 が正 常値 よ り数倍 高 い こ と, 2)腫瘍
に特 異 性 が高 い こ と, 3)腫瘍 で の産 生が確認 され
て い る こ とな どを挙 げて い る。 しか し, この条 件
を満 たす マー カー は数 少 な く, 上記 の α―フ ェ ト
プ ロテ イ ンやCEAが比較 的臓器特 異性 の高 いマ ー カ
ー と して 用 い られ て い る ものの非特異 的なマ ー カ
ーが多 い。 日腔癌 に関 して も, これ まで他臓 器 癌
で有 用 とされ る腫瘍 マ ーカーが適用 しうるか否 か
検討 され て きたが, 現 在 の ところ決定 的な もの は
な い。 最 近 比較 的有 用 なマ ーカー と して, 1977年
にKatoら214)によ り子宮 頚部扁平上皮癌 組織 か ら分
離 0精製 され た分 子量45,000の蛋 自で あ るSCC抗原
(SquamOus cell carcinoma related antigen)が用
い られ て い るが, 進 行 癌 で は陽性率 が上 昇 す る も
のの初期 癌 にお け る陽性率 はそれ ほ ど高 くな い。
したが って, フ ェ リチ ン(FER)や免疫 抑 制 酸性 蛋 白
(IAP)などの非特 異 的マ ー カ ーを組 み合 わせ る こ と
に よ り, 診 断 の効 率 を高 め る努 力が な され て い る
25)。
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本 研究 の対 象 と したDPP Ⅳ は, 1966年にⅡOpsu
ⅡavuとGlennerl)が人工 基質 で あ るグ リシル プ ロ リ
ル ー β―ナ フチル ア ミ ドを加水 分解 して グ リシル
プ ロ リンとβ―ナ フチル ア ミ ドを生成 す る酵素 と
して, ラ ッ トの肝 臓 と腎臓 で発 見 した もので, そ
の後 顎 下腺26),小腸27),肺胞 内マ ク ロフ ァー ジ
28),血管 内皮細 胞 29),線維芽 細 胞 30)など多 くの
哺乳動物 の細 胞膜 に存在 す るこ とが 明 らか に され
て い る 31)。本 酵素 は, 肝臓 32),腎臓 33),小腸上
皮 の微絨 毛 27)に局 在 して い るこ とや結 合 組織 の コ
ラーゲ ンにGly―Proのア ミノ酸配列 が多 い ことか ら,
ペ プチ ドの水 解 吸収 34)ゃコラーゲ ン代 謝 35)に関
与 して い るこ とが推 測 され て い るが, その生理 学
的意 義 は未 だ 明 らかで はな い。 また本 酵素 は,
1968年にNagatsuら36,37)によ って血 清 中に も存在
す る こ とが示 され, 肝 炎 を は じめ とす る各種疾 患
にお いて活性 が上 昇 す る こ とか ら, 臨床 生化学 的
に も注 目され て き た。 それ とは逆 に, 肝 癌 3)を除
く, 胃癌4),膵癌 5)などの 固形癌 や急性 リンパ 性
白血病 6), リンパ 肉腫 6),ホジキ ン病 6)などの造
●
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つ血器 悪性 腫瘍 患者 で は血 清 中の本 酵素 活性 が健 常
人 に比べ有意 に低 下す るこ とか ら非特異 的腫 瘍 マ
ーカ ーあ るい は担癌 マ ーカー と して の応 用 が期 待
され る。
日腔癌 にお いて も, Uradeら9)は初診 時未 治療 の
口腔 扁平 上 皮癌 患者血 清 中のDPPⅣ活性 が, 健 常人
に比べ有 意 に低 下 し, 癌治療 に よる腫瘍 の消長 あ
るい は臨床病 態 を反 映 して変動 す る こ とか ら, 担
癌 マ ーカ ー と して の有 用性 を報 告 した。 しか し,
UICCのTNM分類 15)によ るStage間で比較 す る と有意
差 はな く, Stage Iにお いて もす で にDPPⅣ活性 が
低下 して い る ことか ら, 担癌 の早期 か ら変化 す る
酵素 で あ る こ とが示 唆 され た。 も し酵素 活性 の変
化 を発癌 の初期段 階で捉 え るこ とが で きれ ば, 本
酵素 は癌 診 断上 よ り有 用 な マー カー とな るで あ ろ
う。 そ こで, 著者 らは, 血 清 中の本 酵素 活性 が発
癌 の いか な る段 階 よ り低下 し始 め るか を 明 らか に
す るため, 日腔癌 モデル と して化 学発癌剤 で あ る
ジメチル ベ ンツア ン トラセ ン(DMBA)を用 いたハ ム
スター頬 嚢発癌 実験 系 に よ り検 討 した。 その結 果 ,
?
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血清DPP Ⅳ活性 はDMBA塗布 8～10週後 の乳頭腫 形成
期 までは正常 レベルを保 っていたが, 塗布 12～13
週後 の上皮 内癌 あるいは初期浸潤癌形成期 には有
意 に低下 し, 15～16週後 の扁平上皮癌形成期 には
さ らに低下 して正常値 の1/2以下 とな った。 また,
低下 したDPP Ⅳ活性 は, 腫瘍切除 によ り上昇 し, 再
発 によ り再 び低下す ることを明 らか に した 10'11)。
したが って, 血清DPP Ⅳ活性 は, 発癌の初期段 階 よ
り変化す る担癌マーカー と考え られ る。
先 に述べ た ように, DPPⅣは膜結合酵素 であ るが ,
アル カ リフォスフ ァターゼや γ一グル タ ミル トラ
ンスペ プチダーゼ とは異 な り, 癌性変化 によ り活
性が低下す る とい う特徴 を持 ってい る。 膜結合酵
素で癌性変化 によ り活性が低下す る ものは少 な く,
わずか に5-ヌク レオチダーゼ38-40), γ_グル タ
ミル トラ ンスペプチダーゼ41),グリコシル トラ ン
スフ ェラーゼ42,43)に低下例が報告 されて い る。
DPP Ⅳ につ いては担癌患者 における血清DPPⅣ活性
低下 の機序 のみな らず血清 中酵素活性の 由来 につ
いて も未 だ明 らか とな って いない。 正常細胞や癌
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細胞表面 に存 在 す る抗 原 が細胞膜 脱 落現 象
(Shedding)44)によ り血 清 に反 映 され る こ とが知 ら
れて い る こ とか ら,血清DPP Ⅳが多 くの細 胞 や組織
に由来す る こ とが考 え られ る。 Ⅱinoら45)は, 四塩
化炭素 に よる肝 炎 ラ ッ トで は血 清DPPⅣ活性 の上昇
に と もな い, 肝 臓 にお けるDPP Ⅳ活性 が低 下す るこ
とか ら, 血 清 中に増加 したDPP Ⅳが肝細 胞 由来 で あ
ると報告 して い る。 肝臓 は, 生体 にお け る最 大臓
器で あ り, 血 清DPPⅣの 由来 を考 え る上 で重要 な位
置 を 占め る と思 われ るが, 日腔癌 を は じめ とす る
悪性腫瘍 患者 血 清 中のDPP Ⅳ活性 低 下 の原 因 とは直
接結 びつ か な い。 Yoshiiら4)は胃癌 組織 のDPP Ⅳ活
性 が, 胃の正 常組織 に比べ て約60%低下 して お り,
これ が 胃癌患 者 にお け る血 清DPP Ⅳ活性 低 下 の原 因
であ ろ う と推 察 して い る。 また,Komatsuら12)は,
ヒ ト扁 平 上皮 癌 組織 お よび培養 癌細 胞, 癌 患者 血
清 中に は, 正 常血 清 中のDPP Ⅳ活性 に対 す る抑 制物
質 が検 出 され な い こ と, 正 常細 胞 に比べ培養 癌 細
胞で はDPPⅣ活性 が低 下 し, 逆 にDPP Ⅱ活性 が上 昇
して い る こと よ り, 癌 細 胞 にお け る酵素 偏侍 が血
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0清DPP Ⅳ活性低 下 の一 因で あ る こ とを示 唆 して いる
が, 癌 組織 中のDPPⅣ活 性低 下 のみで は説 明で きな
い と述 べ て い る。 さ らに, Mogiら13)は, 癌 患者血
清 中DPPⅣ活性 の低 下が, DPPⅣ蛋 白量 の低 下 に基
づ くと報 告 して い る。 以上 の こ とを考 え併 せ る と,
発 癌 あ るいは癌化 によ り, 血 清 酵素 の 由来 す る正
常 組織 や細 胞 に何 らか の影 響 が与 え られ, 2次的
に血 清DPPⅣ活性 あ るい は蛋 白量 が低 下 す る もの と
思 われ る。
1977年, Lojda46)は, グ リシル プ ロ リル ー4-メ
トキ シー2-ナフチル ア ミ ドを基質 と した酵素 組織
化学 的手 法 に よ り, ヒ トリンパ 球 にDPP Ⅳが存 在す
る こ とを見 い 出 した。 ヒ トリンパ球 にお け るDPPⅣ
の機 能 は不 明で あ ったが, Tリンパ球 細 胞膜 に存
在 し, リンパ 球 の増殖 に関与 して い る こ とが示 唆
され た。 また正 常 リンパ 球 に比べ, ヒ トT細胞性
慢性 リンパ 性 白血病細 胞 で はDPPⅣ活性 が低 下 して
い る こ と も明 らか に され た 16)。1989年, The 4th
lnternational Workshop on Ⅱuman Leuc cyte
Differentiation Antigensにお いて, 134-2C2ある
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いはTS145モノク ローナル抗 体 で認識 され る活 性化
Tリンパ 球 の表面抗 原 がDPP Ⅳで あ る こ とが 明 らか
にされ, CD26と命 名 され た 14)。sch6nら47)は,
1)末梢血 リンパ球 の活 性化 が, レクチ ンに よ り誘
導 され るが, DPP Ⅳ 阻害 剤 で抑制 され る こ と, 2)抗
DPP Ⅳ抗 体 で リンパ 球 のDNA合成 が抑制 され る こ と,
3)DPP Ⅳ 阻害剤 の存在 下 で ポー クウ ィー ドマ イ トゲ
ン(PTM)で刺激 され た リンパ 球 の免疫 グ ロブ リン産
生 が抑制 され る こ とか ら, DPPⅣが リンパ 球 の活性
化 と免疫 機構 に関与 して い る こ とを示 した。 臨床
的 には, Kasaharaら48)が, リウマチ性 関節炎 患者
に対 して胸 管 ドレナー ジを施行 す る と, 末梢 血 リ
ンパ 球 の減少 とと もに血 清DPPⅣ活性 の低 下 を認 め
た と報 告 し, またScharp`ら49)は, 免疫 抑 制剤 で
あ る シク ロス ポ リンAを投与 した 同種移 植 患者 血 清
中のDPP Ⅳ活性 が低 下す る こ とを報告 した。 これ ら
は, リンパ球 数 の減少 あ るいは リンパ球 機 能 の低
下 が血 清DPP Ⅳ活 性 の低 下 に影響 を与 え る こ とを示
唆 して い る。 生体 内にお いて, 腫瘍細 胞 の排 除 に
中心 的 な役 割 を担 って い る機構 は,Tリンパ球 ,
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NK細胞 あ るいは活性化 マ ク ロフ ァー ジな どに よ
る細 胞性 免疫 で あ る。 細胞性免 疫 の減 弱 に よ り免
疫監視機 構 が低下 す るため に癌 細胞 の増 殖 が始 ま
る と考 え る と, Tリンパ球 数 や その機 能 の変 化 が
CD26抗原 (DPPⅣ)の発 現 に影響 を与 え, これ が血
清 に反 映 して血 清DPP Ⅳ活性 が低 下す る可能性 は十
分 に考 え られ る。 そ こで本研究 で は, 健 常人 と口
腔癌 患者 の末梢血 リンパ球 にお け るDPP Ⅳ発現 を検
索す る こ とに よ り, 血 清DPP Ⅳ活性低 下 の機序 を 明
らか に しよ う と した。
フ ローサ イ トメ トリー に よ り健常 人 と口腔癌 患
者末 梢血 リンパ球 を解 析す る と, 癌 患者 で は, リ
ンパ 球総 数 とTリンパ 球 画分 の減少, Tリンパ 球
サ ブセ ッ トで あ るCD4陽性細 胞, CD8陽性 細 胞 の数
も減少 して お り, これ ら細 胞数 と血 清DPPⅣ活性 の
間には正 の相 関が み られ た。 今 回の実験 で は, 検
体数 が少 なか った ためかCD4陽性細 胞 とCD8陽性 細
胞 の いず れが血 清DPP Ⅳ活性 とよ り強 い相 関を示す
か につ いて は 明 らか な差 を見 い 出せ なか ったが ,
Scholzら50)は, DPPⅣ陽性 Tリンパ 球 の うち71%
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0がT4陽性細 胞, 22%がT8陽性細 胞 で あ る と述
べて お り, CD4陽性 細胞 に よ り高 い陽性率 が認 め ら
れて い る。 DPPⅣで あ るCD26抗原 を フ ローサ イ トメ
トリーで 測定 す る と, 予想 に反 して 陽性 細 胞 が少
な く, CD3陽性CD26陽性 細胞 数 は健常人 で平 均34/
μl,癌患者 で平 均 70/μlであ り, 数 の上 で は癌 患
者 で 2倍高 い結果 とな った。 しか し, 血 清DPP Ⅳ活
性 との相 関 を調べ て み る と, 健 常人 で は正 の相 関
を認 め たが, 癌患者 で は相 関が な く, CD26陽性 細
胞数 が癌 患者 で不 均一 で あ るこ とが示 唆 され た。
末梢血 Tリンパ 球 よ り細 胞膜 を分離 し, そのDPP Ⅳ
活性 を測 定 す る と, 健 常人 に比べ癌 患者 で は1/3以
下 に低 下 して いた。 さ らに, ウエ ス タ ンプ ロ ッテ
ィ ング法 にて Tリンパ 球細 胞膜 のCD26抗原, す な
わ ちDPP Ⅳ蛋 白量 を比較 した ところ, 癌 患者 で は,
健 常人 の約 1/2に減 少 して いた。 Tリンパ 球数 が癌
患者 で健 常人 の1/2に低 下 して い る ことか ら, 癌 患
者 の末梢 血 Tリンパ 球 細 胞膜 のDPPⅣ蛋 白は, 健 常
人 の約 1/4に減少 して い る と考 え られ る。
Tリンパ 球 は, 生体 の免 疫機 構 の 中心 に位 置 し
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0て, 細胞性免疫 の みな らず,体液性免疫 に対 して
も調節 的役割 を果 た して い る。 マ ク ロフ ァー ジか
らの抗原 提示 を認 識 し, 個 々の機 能 を有 す る細 胞
へ と分化・ 増 殖 し, 種 々のサイ トカイ ンを産 生 し
て, 生体 の免疫機 構 を形成 して い る。 Tリンパ 球
の分 化・ 増殖 に際 して, Tリンパ球 細胞膜 のDPP Ⅳ
活性 が いか に変化 し, 細胞外へ 酵素 が移 行 す るか
否 か を検 討す るこ とは, 癌 患者 にお け る血 清DPPⅣ
活性 低 下 の機 序 を 明 らか にす るため に必 須 で あ る。
そ こで, Tリンパ 球 刺 激物 質 と して芽球 化反 応 に
よ り有 糸 分裂 とIL-2産生 を促進 す るPⅡAとCon A,
Tリンパ 球増殖 因子 と して IL-2を添加 して, 健 常
人 と癌患 者 の末梢 血 リンパ 球 を培養 し, リンパ 球
の活性化 とDPPⅣ発 現 を 比較 した。 その結 果, PⅡA,
Con AおよびIL 2に反 応 して リンパ球 が増殖 す るに
伴 い, リンパ 球 表 面 のCD26抗原 (DPP Ⅳ)の発現 は高
ま ったが, 健 常人 に比 べ, 癌患者 リンパ 球 の増 殖
反応 は 明 らか に低 下 し, リンパ 球 抽 出液 中のDPPⅣ
活性 とDPP Ⅳ蛋 白お よび培養上 清 中のDPP Ⅳ活性 も
約 1/2の低 値 を示 した。 この よ うな癌患者 末 梢 血 T
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リンパ 球 の活性化 お よびDPP Ⅳ発 現 の低 下 は, 血 清
DPP Ⅳ活性 低 下 を説 明 しうる重大 な要 因 と考 え られ
る。
現在 の ところ, 癌 患者 にお け るTリンパ 球 の活
性化 がなぜ抑 制 され て い るのか は不 明で あ る。 し
か し, 腫瘍細 胞 由来 の トラ ンス フ ォー ミング成 長
因子 (TGF)βがCD4陽性 Tリンパ 球 の機 能 を抑 制 す
るこ と51),さらに は, リンホカイ ン活性化 キ ラー
(LAK)細胞 や細 胞 障害性 Tリンパ 球 (CD8)の機 能 も
強力 に抑 制 し,、 Tリンパ球 活性 化 の過 程 にお け る
IL-2刺激 を 阻害 す る作 用 の あ る こ と52)が報告 され
て い る。 これ らは腫 瘍細胞 か ら産 生 され たサ イ ト
カイ ンが リンパ 球 の活性化 を抑 制 し, さ らにはT
リンパ 球 のCD26抗原 の発現 を も抑制 す る可能性 を
示 唆す る興 味深 い もので あ り, 今 後 明 らか にす べ
き課 題 と考 え て い る。
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D??結
本研 究 は, 日腔癌 患 者 の血 清DPP Ⅳ活性 低 下 の機
序 を解 明す る ことを 目的 と し, 健 常人 お よび 口腔
癌 患者 の末梢 血 リンパ 球 を用 いて検 討 した結 果 ,
以 下 の知 見 を得 た。
1.癌患者 の末梢血 リンパ 球数, Tリンパ 球 数 ,
Tリンパ 球 サ ブセ ッ トの うちCD4およびCD8陽性 細
胞数 は, 健 常人 に比べ, 癌 患者 で は約 1/2に低 下 し
て いた。 CD26(DPP Ⅳ)陽性 細胞 の割合 は, 健 常人
お よび癌 患者 と も少 な か ったが, 健 常人 に比べ癌
患者 で は有意 差 はみ られ なか った ものの, 約 2倍
の細 胞数 で あ った。
2.血清DPP Ⅳ活性 と末 梢血 リンパ球, Tリンパ球
(CD3陽性 細胞), CD4およびCD8陽性 細胞数 との 間
には正 の相 関が み られ たが, CD3陰性細 胞 とは相 関
が見 られ なか った。 CD3陽性CD26陽性細 胞数 にお い
て, 健 常人 で はDPP Ⅳ活性 と正 の相 関を認 め たが ,
癌 患者 で は相 関が見 られ な か った。
3.血清DPP Ⅳ活性 とTリンパ 球細 胞膜DPPⅣ活 性
の間 には強 い正 の相 関 が み られ たが, 癌 患者 の T
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リンパ 球 細胞膜 DPP Ⅳ活性 は約 1/3に低 下 して いた。
ウエ ス タ ンブ ロ ッテ ィ ング法で Tリンパ 球細 胞膜
CD26(DPPⅣ)蛋白を比較 す る と, 健 常人 に比べ 癌患
者 で は約 1/2であ った。
4.Tリンパ 球刺激 物 質 で あ るPEAあるい はCon A,
Tリンパ 球増 殖 因子 で あ るIL-2を培養 液 に添加 し,
末梢血 リンパ 球 を培養 す る と, 癌患者 で は健 常人
に比べ増 殖反 応 は低 下 して お り, 蛍 光抗 体 法 に よ
るCD26抗原発 現 の観察 で も, 癌 患者 の培養 リンパ
球 で は抗 原 の発 現 が低 下 して い た。
5。 健 常人 と口腔 癌 患者 の末梢 血 リンパ 球 を Tリ
ンパ 球 刺 激物 質(PIA,Con A)や増殖 因子 (IL-2)を
添加 して 7日間培養 した場合, 健 常人 に比べ 口腔癌
患者 の リンパ 球 の増 殖 反応 は低 下 して い た。 リン
パ球 の増 殖 能 とと もに, リンパ 球 にお け るDPP Ⅳ活
性 お よび培養上 清 中のDPP Ⅳ活性 は, 健 常人 で は増
加 したが, 癌 患者 で は と もにわず か な増 加 しか み
られ なか った。 培養 リンパ 球 抽 出液 のCD26抗原
(DPP Ⅳ)蛋白を ウエ ス タ ンブ ロ ッテ ィ ング法 で 比較
した ところ, 健 常人 に比べ癌患者 のCD26抗原蛋 白
- 35 -
は減少 していた。
本研究 の結果 よ り, 日腔癌患者 の血清DPP Ⅳ活性
低下の機序 の一つ として, 末梢血 Tリンパ球 にお
けるCD26(DPP Ⅳ)の発現 とそれ に伴 う細胞外へ の移
行 の低下が強 く関与 してい ることが示唆 され た。
稿 を終 え るにあた り, 本 研究課題 を与 え られ ,
かつ御 懇 篤 な る御 指導 と御 校 閲 を賜 わ りま した大
阪大 学 歯 学 部 口腔外 科 学第一講 座松矢 篤三教 授 ,
な らび に松本 歯科 大 学 口腔 外科 学第二講 座 山 岡
稔教 授 に深甚 な る謝意 を表 します。
ま た, 本研 究 を遂行 す るにあた り数 々の御 助言
と御 配慮 を いただ きま した兵庫 医科 大学 歯科 口腔
外科 学講 座 吉 岡 済教 授 な らび に松 本歯科 大 学 口
腔生 化 学講 座 原 田 実 教 授 に深謝 いた します。
さ らに, 終始 細 部 にわ た る御 指導 と御 教 示 下 さ
い ま した兵庫 医科 大 学 歯科 口腔 外科 学講 座 浦 出雅
裕 助教 授 に心 よ り感謝 の意 を表 します。
本 研 究 の 円滑 な進 展 の た め特 別 の御配 慮 を頂 き
辞謝
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0ま した大 阪大 学歯 学 部 口腔外科 学 第一講 座, 兵庫
医科大 学歯科 口腔 外科 学講 座, 松本 歯科 大学 口腔
生化学講 座 な らび に 日腔外科学 第二 講座 の教 室員
の皆様 に厚 く御 礼 を 申 し上 げます。
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Serum Dipeptidyl Peptidase (DPP) Ⅳ
Activit y as a POSSible Marker of Oral
CanCer : with Special Reference to the
Expression of DPP IV in Peripheral Blood
T Lymphocytes
Takashi UEMATSU
The First Department of Oral and Maxillo―
facial Surgery, Osaka University,  Faculty
of Dentistry, 1-8, Yamadaoka, Suita, Osaka
565, Japan
Key Words : Serum dipeptidyl peptidase Ⅳ ,
Oral cancer, CD26, Tumor marker,
Peripheral blood T lymphocytes
DPP IV is a membrane―bound enzyme which
hydrolyzes N―terminal X―proline from
peptides.  In the previous studies, it was
- 38 -
reported that serum DPP IV activity of oral
cancer patients was significantly decreased
as compared with healthy subjects and
changed dynamically reflecting the clinical
status during cancer therapies.  Therefore,
serum DPP IV activlty was suggested to be a
useful tumor marker of oral cancer.  Since
this enzyme activlty was decreased in cancer
patients other than oral cancer, it was
consldered to be a nonspec■fic tuttor―burd n
marker.  Ⅱowever, the prec■s mechan■sm of
decrease of serum DPP IV activity in cancer
patients is unclearo  Recently, it has been
shown that DPP IV is CD26, a surface antigen
of T lymphocytes, and plays a role in the
process of proliferation of T lymphocytes.
In this study, therefore, the expression of
DPP IV in peripheral blood T cells of oral
cancer patients was analyzed in comparison
with that of healthy subjects.
-39-
?
?
The numbers of peripheral blood
lymphocytes (PBL),  T cells and CD4 (helper/
inducer)and CD8 (suppressOr/cytotoxic)―
positive T cells were about two―fold less
in cancer patients than in healthy subjects.
Although the ratio of CD26 (DPP Ⅳ )―p sitive
cells to peripheral blood T cells was
unexpectedly low, the cell number was two―
fold ttore in cancer patients than in healthy
subjects.  When serum DPP IV activity was
examlned the correlation wlth the number of
PBL and T cell subsets, it ias found to
correlate significantly with the numbers of
PBL,  T cells, CD4 and CD8-positive T cells.
CD26 positive T cells showed a close
relation with serum DPP IV activity in
healthy subjects but not in cancer patients.
Although DPP IV activity of T cell plasma
membrane also demonstrated a strong
correlation with serum DPP IV activity, DPP
-40-
Ⅳ activity and amount of CD26 in T cell
plasma membrane were much less in cancer
patients than in healthy subjects, as
assayed by Western immunoblotting.
When peripheral lymphocytes were cultured
with phytohemagglutinin (PⅡA), concanavalin
A (Con A)and/or interleukin-2 (IL-2), which
are T cell stimulants or T cell growth
factor, proliferation of T cells and
expression of CD26(DPP Ⅳ) in T cells
examined by direct immunofluorescence
staining and Western blotting were greatly
dim■nlshed in cancer patients as compared
with healthy subjects.  In addition, DPP Ⅳ
activity in lymphocyte culture medium of
cancer patients was lower than that in
healthy subjects, indicating the decrease
of shedding of DPP IV from T cells of cancer
patients.
From these findings, it was suggested that
-41-
0■nhibition of expresslon of DPP IV in
peripheral blood T cells is one of the
important factors involved in the mechanism
of decrease of serum DPP IV activity in
cancer patients.
-42-
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付 図の説 明
図 1 健 常人 お よび 口腔癌 患者 の血 清DPP Ⅳ活 性 と
末 梢血 リンパ球 数 との相 関関係
直 線 は, 回帰 関数 を示す。
r:ピア ソ ンの相 関係数, P:係数 の危 険
率。
図2 血 清DPPⅣ活性 とCD3陽性 細胞数 (A)および
CD3陰性細 胞数 (3)との相 関関係
直線 は, 回帰直線 を示す。
r:ピア ソ ンの相 関係数, P:係数 の危 険
率。
図3 血 清DPPⅣ活性 とCD4陽性 細胞数 (A)および
CD8陽性細 胞数 (B)との相 関関係
直 線 は, 回帰直線 を示す。
r:ピア ソ ンの相 関係数, P:係数 の危 険
率。
図4 血 清DPPⅣ活性 とCD3陽性CD26陽性 細胞 数 (A)
お よびCD3陰性CD26陽性細 胞数 (3)との相 関
関係
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直線 は, 回帰直線 を示す。
r:ピア ソ ンの相 関係数, P:係数 の危 険
率。
図5 血 清DPPⅣ活性 とTリンパ 球 細胞膜 のDPPⅣ
活性 との相 関関係
直線 は, 回帰直線 を示す。
r:ピア ソ ンの相 関係数, P:係数 の危 険
率。
図6 ウエ ス タ ンプ ロ ッテ ィ ングに よる健常 人 お
よび 口腔癌 患者 の Tリンパ球CD26抗原 (DPP
Ⅳ )の検 出
Cl～C3:健常 人, Pr～P3:口腔癌 患者
1レー ンあた り20μ gのTリンパ 球 細胞膜 蛋
白を泳動 した後, Tal抗体 を用 い た ウエ ス タ
ンプ ロ ッテ ィ ング法 でCD26抗原 (DPPⅣ)を検
出 した。 下 端 に示 す数値 は, デ ンシ トメ ト
リー に よるCD26抗原 (DPP Ⅳ)バン ドの相 対濃
度 を示 す。
図7 培養 リンパ 球 の位相 差顕 微 鏡像
PⅡA(10μ g/ml)を添 加 して培養 した場合 の経
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日的変 化 を示す (×35)。
I:健常人 の末 梢血 リンパ球
Ⅱ :日腔癌 患者 の末梢血 リンパ 球
A:培養 1日, B:培養 3日, C:培養 5
日, D:培養 7日。
図8 培養 リンパ 球 のCD26抗原 (DPP Ⅳ)の発現
PⅡA(10μ g/ml)を添加 して培養 した リンパ球
を経 日的 にFITC標識Tal抗体 で染 色 した もの
を示す (×120)。
I:健常人 の培 養 リンパ 球
Ⅱ :口腔癌 患者 の培養 リンパ 球
A～C:透過 型 ノ マ ル ス キ ー 式 微 分 干 渉 顕
D～F
A・D
COF
微 鏡 像
蛍 光 顕 微 鏡 像
培 養 3日, B・E:培養 5日,
培 養 7日。
図 9 培養 リンパ 球 の増 殖 曲線 と リンパ 球 抽 出液
お よび培養 上 清 中のDPP Ⅳ活性 の経 日的変
化
A:基礎培地 の みで培養 した場合 の経 日的
-60-
変 化
B:基礎 培地 にPⅡA(10μ g/ml)を添 加 して培
●
■
養 した場合 の経 日的変化
培養 リンパ 球 の相対 生細 胞数
培養 リンパ 球 抽 出液 中のDPP Ⅳ活性
(nmole/mg protein)
培養上 清 中のDPP Ⅳ活性(IU/L serum)▲
図10 ウエ ス タ ンブ ロ ッテ ィングに よる培養 リン
パ 球 のCD26抗原 (DPP Ⅳ)の検 出
PⅡA(10μ g/ml)を添加 して培養 した もの を示
す。
A:健常人 の培養 リンパ 球
B:口腔癌 患者 の培養 リンパ 球
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表1 健常人および口腔癌患者の末槍血リンパ球数およびリンパ球サブセットの比較
健常人    口腔癌患者  比率*   P値**
末槍血リンパ球数 (個/μL)     2,456±746  1,257±638   0.51   く0.001(n=26)   (n=22)
Tリンノ彗(CD3+ぽ島   1,w±猪  ,響童1::  0・49  <0.001
)   :::rぶ電冒1醤対する         67.6%     65.3%
CD4+細胞数 (個/μL)          l晋
±|:;     'T童|:;    0・
59    <0.02
末槍血リンパ球数に対する
CD4+細胞割合           36.3%    41.8%
CD8+細胞数 (個/μL)        ,f童
侶;    lT菫1::   0・
68   <o.o3
末
:::rぶ竃彗[対
する         26.3%     34.8%
CD3+c D26+細胞数 (個/μL)   (甘
董二|   (T童1::   2.06   >0.05
CD3-C D26+細胞数 (個/μL)      8±11      11±1      1.38    >0.05
)                   (n=26)   (n=16)
*:健常人値に対する口腔癌患者値の比率
**:健常人値と口腔癌患者値における差の危険率
(表1)
表2 健常人および口腔癌患者の末拾血丁リンパ球細胞膜および血清における DPP IV活性
DPP Ⅳ 活性 (平均値±標準偏差 ) P値*
健常人    口腔癌患者
(n=22)   (n=15)
1鳳r:柵管∝d→  27±■0 08±04 <a剛
血 清
(IU/L serum)           48.2±12.7   297.4      <0.001     ´
*:健常人値と口腔癌患者値における差の危険率
(表2)
表3 健常人および口腔癌患者の培養リンパ球における DPP IV活性
DPP IV活性 [平均値士標準偏差 (nmOle/min/mg protein)]
健常人 (n=i3) 口腔癌患者 (n=11)
P値
無添加
PHA
Con A
IL-2
PHA+IL-2
Con A+ IL-2
3.29±0.47(1)*
14.40±3.41(4.4)
13.37±2.36(4.1)
6.73±1.55(2.1)
i7.52±4.33(5.5)
15.75±2.29(4.8)
2.87±0.85(1)
5.34±i.14(1.9)
5.50±1.27(1.9)
4.54±1.09(1.6)
6.38±1.31(2.2)
5.40±1.01(1.9)
N.S.
<0.001
<0.05
<0.001
<0.001
<0.001
*:相対値
P値:健常人値と口腔癌患者値における差の危険率
(表3)
表4 健常人および口腔癌患者のリンパ球培養における培養上清中の DPP IV活性
DPP:V活性 [平均値±標準偏差 (lU/L medium)]
健常人 (n=13) 口腔癌患者 (n=11)
P値
無添加
PHA
Con A
IL-2
PHA+ IL-2
Con A+ :L-2
1.49±0.18
2.18±0.42
2.01±0.33
i.77±0.38
2.80±.63
.56±0.73
1.45±0.09
i.80±.33
1.69±0.21
1.63±0.23
2.04±0.41
1.82±0.30
N.S.
<0.05
<0.05
N.S.
<0.01
<0.01
(1)*
(l.5)
(1.4)
(1.2)
(1.9)
(1.7)
(1)
(1.2)
(1.2)
(1.1)
(1.4)
(1.3)
*:相対値
P値:健常人値と口腔癌患者値における差の危険率
(表4)
